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摘要 
    在植物的生长发育过程中，干细胞是植物各种组织器官发生的源泉，其稳态
受机体复杂的基因调控。植物干细胞对环境胁迫是非常敏感的，在拟南芥茎尖分
生组织中，转录因子 WUS是维持干细胞数量和稳定性的关键因子。研究表明，
WUS 蛋白的增加能增强干细胞对环境胁迫的抗性，而 AtLa1 蛋白是一种 RNA
结合蛋白，能结合在 WUS mRNA 的 5’UTR(Untranslated Regions)上，具有起始
依赖于核糖体内部进入位点（internal ribosomal entry site ，IRES）的 WUS mRNA
的翻译。当拟南芥遭受到一定的环境胁迫时，定位于细胞核内的 AtLa1 蛋白能从
细胞核迁移到细胞质中，进而结合到 WUS mRNA的 IRES 上，启动WUS 蛋白的
翻译，WUS 蛋白增加最终增强茎尖干细胞对环境胁迫的抗性。 
AtMC4 蛋白属于拟南芥 Metacaspases 蛋白酶家族Ⅱ型成员，广泛表达于拟
南芥各个器官，而且贯穿植物整个发育过程。特别是在茎尖分生组织(shoot apical 
meristem，SAM）和根尖分生组织(root apical meristem，RAM）都有较高水平的
表达，亚细胞定位显示其主要定位于细胞质中。我们的研究显示，环境胁迫促进
细胞质中的 AtMC4 蛋白向细胞核中迁移，与 AtLa1 蛋白相互作用并剪切 AtLa1
蛋白 C 末端的核定位信号(nuclear localization signal，NLS)，从而让 AtLa1 蛋白
从核中迁移到细胞质并增强 WUS mRNA的翻译。当把 AtMC4 基因进行 RNA干
扰后，AtLa1 蛋白从细胞核向细胞质的迁移受到抑制，进而导致茎尖干细胞中
WUS 基因和 CLV3 基因的表达下调。我们的结果表明，AtMC4 蛋白能与 AtLa1
蛋白相互作用并调控环境胁迫下拟南芥干细胞的动态平衡。 
 
 
关键词：AtMC4 蛋白；AtLa1 蛋白；干细胞 
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Abstrat 
In the process of plant growth and development, various tissues and organs are 
differentiated from stem cells, and stem cell homeostasis is regulated by a complex 
gene network. Plant stem cells are hypersensitive to environmental hazards, and the 
transcription factor WUSCHEL (WUS) protein maintains the homeostasis of stem cell 
in the shoot apical meristem of Arabidopsis. The previous study shows that WUS 
protein enhances the resistance of stem cell to environmental hazards, The AtLa1 protein is 
an RNA binding protein and can bind to the 5’UTR(Untranslated Regions) of WUS 
mRNA and initiate the IRES-dependent translation of WUS mRNA. When 
Arabidopsis is exposured to environmental hazards, AtLa1 protein, which is mainly 
located in the cell nucleus, can move to cytoplasm, and initiates the translation of 
WUS protein.The increasing WUS protein enhance the resistance of shoot apical stem 
cells to environmental hazards ultimately.  
AtMC4 protein is the type II members of Metacaspases protease family, which is 
universally expressed in different organs at different developmental stages of 
Arabidopsis, particularly, in the shoot apical meristem and root apical meristem. 
Subcellular localization studies showed that it is mainly localized in cytoplasm. 
AtMC4 protein can interact with the AtLa1 protein and cleave the C-terminal nuclear 
localization signal peptide of AtLa1 protein. We demonstrated that environmental 
hazards enhance the cytoplasmic-to-nuclear translocation of the AtMC4 protein, 
releasing the AtLa1 protein from nuclear into cytoplasmic. Furthermore, knockdown 
of AtMC4 expression inhibits the nuclear-to-cytoplasmic translocation of the AtLa1 
protein, resulting in the downregulation of the expression of WUS gene and CLV3 
gene in SAM.These results demonstrated that the AtMC4 protein can interact with 
AtLa1 protein and regulate the stem cell homeostasis of Arabidopsis in response to 
environmental hazards. 
Keywords:AtMC4 protein;AtLa1 protein; stem cell 
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第一章 前言 
1 拟南芥茎尖干细胞的调控机理 
1.1植物干细胞的定义 
在动物中，干细胞是指在体内可以自我更新，具备高度增殖和多向分化潜能
的细胞群体。由于植物细胞具有全能性，因而植物干细胞的概念与动物有明显差
异，植物的干细胞实际上就是指体内的两“团”细胞，即分别存在于茎尖分生组织
( shoot apical meristem,SAM) 和根尖分生组织( root apical meristem,RAM) 中的
两团特殊的细胞，它们具有很强的自我更新能力，又可以不断产生拥有持续分裂
能力的子细胞，这些特殊细胞是根、茎、叶以及花等植物器官发生的源泉，所以
被认为是植物干细胞[1-3]，其稳态受机体复杂的基因调控。 
1.2拟南芥茎尖分生组织结构 
通过对模式植物拟南芥 SAM 结构的观察[4]（图 1-1），拟南芥的 SAM 位于
叶原基内侧，是一个半球形的穹顶状结构，存在明显的细胞特征的区域分化，主
要由干细胞 (stem cell,SC)周边区 (peripheral zone,PZ)，组织中心 (organizing 
centre,OC)等多个功能结构区域组成。拟南芥茎尖干细胞是植物地上部分生长发
育的基础，位于 SAM 中心区域，在植物的生命过程中，此区域的干细胞进行分
裂产生两部分细胞，一部分细胞继续保留在中心区域，维持干细胞状态，保持多
潜能性，另一部分细胞进行分裂分化，不断地为植物地上部分器官的形成供应细
胞组分。从结构上观察，干细胞区域由顶端自上而下分为 L1、L2、L3共 3层细
胞，从发育命运上看，L1 层细胞会发育成表皮，而 L2 与 L3 层细胞则形成内部
的基本组织和茎、叶等器官的维管系统[5-8]。在干细胞下面的一小群细胞被称做
干细胞组织中心，该区域的细胞维持周围干细胞的特性[9]。在干细胞区及组织中
心外围一部分细胞为周边区细胞，周边区还可以进一步细分为外周边区和内周边
区两个区域。在一定情况下，内周边区细胞可以经过脱分化恢复到干细胞状态，
而外周边区细胞只要进入分化途径后就无法完成脱分化了。周边区细胞的细胞质
致密而且分裂迅速、活跃，直接为侧生器官的生长和分化提供对应的前期细胞，
保证植物的正常生长[9, 10]。 
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图 1-1 拟南芥茎尖分生组织的结构 
（Sablowski, R., Trends In Cell Biology, 2004） 
Figure 1-1 Structure of Arabidopsis shoot meristems 
 
1.3拟南芥茎尖干细胞调控的分子机理 
近些年来，许多参与维持拟南芥茎尖干细胞正常功能的基因已经被鉴定出
来，主要包括 STM(SHOOT MERISTEMLESS)、WUS(WUSCHEL)、CLV(CLAVATA)
等基因，而其中 WUS 基因是拟南芥干细胞的决定基因，该基因编码一个同源结
构域转录因子，它通过形成茎尖干细胞组织中心来维持临近干细胞的特性[11]。研
究表明，在茎尖分生组织内 WUS和 CLV 之间形成一个反馈调节通路，使得干细
胞保持自我更新，并维持着干细胞的数量以及茎尖分生组织中心区域的大小
[12-14]。 
WUS 基因虽然是干细胞的决定基因，但其并不是在 SAM的干细胞区表达，
而是在干细胞区下方的 OC 区表达[15]。研究证实，WUS 能维持其上部的干细胞
的增殖与控制干细胞的数量，促进干细胞的产生，同时又会抑制干细胞分化，如
果WUS 蛋白缺失，干细胞会加速分化[16]。而 CLAVATA(CLV1,CLV2,CLV3) 基因
正好与 WUS基因的功能相反，它能促进干细胞分化和器官形成。具体的机制是，
CLV3 编码一个分泌型小分子多肽，它在分生组织顶端的干细胞中产生之后可以
作为配体与 CLV1-CLV2 组成的受体复合体，从而激活复合物并启动下游信号，
通过这样的信号级联转导来最终抑制 WUS表达[14, 17]（图 1-2）。在拟南芥中，茎
尖干细胞稳态受到 WUS 和 CLV 这组正负信号的反馈调节，CLV3 作为一个负调
控因子，控制 WUS在 SAM 的组织中心特定范围内表达，在 clv3突变体中，WUS
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表达区域向组织中心两侧及上方扩展。此外，诱导 WUS 基因异位表达能促进
CLV3 基因转录，越来越多的证据表明 WUS 和 CLV 之间组成了一个反馈调节环
[5, 11]，这个反馈调节调控体系是维持拟南芥茎尖 SAM 干细胞特性和数量稳定性
至关重要的系统。 
 
 
图 1-2 WUS-CLV反馈调节环  
（Perales, M.Reddy, G. V., Current Opinion In Plant Biology, 2012） 
Figure1-2 Schematic regulation of WUS-CLV feedback network  
 
2 Caspases和Metacaspases家族 
2.1 Caspases蛋白家族简介 
Caspases 全称为含半胱氨酸的天冬氨酸蛋白水解酶 (cysteinyl aspartate 
specific protease)，该酶为天冬氨酸特异性，即从底物的天冬氨酸残基后将其切断，
因此 Caspases 是一个半胱氨酸蛋白酶家族[18]。 
Caspases 首次被发现是在上世纪 90 年代，Miura 和 Zhu 等[19]发现哺乳动物
细胞内的 1β 白介素转化酶 (interleukin-1beta-converting enzyme ,ICE)与秀丽隐杆
线虫的细胞致死基因 Ced-3存在序列和功能上相似性，其研究表明在哺乳动物发
育过程中，ICE同样具有调控的细胞程序性死亡(Programmed cell death,PCD)的作
用，之后 ICE 被命名为 Caspase-1[18]。细胞程序性死亡(PCD)又可称为细胞凋亡
(Apoptosis)，是指细胞在一定的生理或病理条件下，受本身基因的调控，自主结
束其生命的过程。Caspases 家族是直接导致细胞凋亡的蛋白酶系统，处于多条细
胞死亡通路的汇聚点，在整个细胞凋亡机制网络中居于核心位置，发挥着关键作
用[20-23]。 
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研究表明，Caspases 家族的蛋白无论在氨基酸序列、结构还是酶的特性上都
具有很高的相似性，一般情况下，细胞内的 Caspases 主要是以没有活性的
Caspases 酶原（procaspases）形式存在，从结构上看，多数 procaspases 在 N 端
都含有一个长短不一的前结构域（prodomain），此外，所有的蛋白都包含一个高
度同源的蛋白酶结构域，该结构域是 Caspases 蛋白酶家族非常重要的模体
（motif），其可进一步划分为两个亚基，即大约 20KDa（p20）和大约 10KDa（p10）
的小亚基。在一些 procaspases 中，大小亚基之间有一个很短的大约 10个氨基酸
的序列作为连接区[20]。当酶原分子激活后，大小亚基发生解离并重新组装成四
聚体形式的活性酶，因为 Caspases 能自我活化并可以互相激活，所以细胞凋亡
过程一旦被触发，就会呈现级联放大效应[20, 22]。 
到目前为止已经陆续发现了 10 余种 Caspases，根据它们氨基酸序列的同源
性及其功能作用，Caspases 主要可以分成 3 类，即凋亡始动因子(Apoptosis 
activator)，包括 Caspase-2、Caspase-8、Caspase-9、Caspase-10；凋亡效应因子
(apoptotic executioner)，包括 Caspase-3、Caspase-6、Caspase-7；以及炎症介导因
子(Inflammatory mediator) 包括 Caspase-1、Caspase-4、Caspase-5、Caspase-11、
Caspase-12、Caspase-13、Caspase-14等[20, 24]。凋亡始动子位于级联反应的上游，
当细胞接受到凋亡信号时，其能在其它相关蛋白的辅助下进行自我活化，活化后
再去识别和激活下游的 Caspases。这一类比较典型的如 Caspase-8，它活化后能
激活绝大部分凋亡级联反应下游的 Caspases 从而诱发细胞凋亡[25, 26]。而凋亡执
行因子处于级联反应的下游，被上游 Caspases 激活后跟其特异性底物发现相互
作用进而导致细胞凋亡。其中 Caspase-3，被认为是细胞凋亡过程中的主要效应
因子，它的活化标志着凋亡进入不可逆阶段[27]。炎症介导子，主要作用是介导
炎症反应，并在由死亡受体介导的细胞凋亡途径中发挥辅助作用[24, 28]。 
2.2 Metacaspases蛋白家族 
2.2.1 Metacaspases的发现与起源 
尽管到目前为止，在植物中并没有发现Caspases直接同源的蛋白，但Uren[29]
等通过 PSI-BLAST 分析后发现，在植物、真菌、原生动物（protozoan）及细菌
中含有一些具有 caspase-like 结构域的蛋白质，并将它们统称为 caspase-like 
proteins 或者 caspase-related proteins。与 Caspases 类似，这些 Caspase-like 结构域
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同样也具有组氨酸和半胱氨酸这两种保守的氨基酸。作者根据这些蛋白质结构域
构成和序列的相似性，将部分后生动物（metazoan）与黏菌（Dictyostelium）中
的 caspase-like proteins 以 Paracaspases 命名，而将植物、真菌及原生动物中的
caspase-like proteins 命名为 Metacaspases。大量的研究发现 Metacaspases 与
Caspases 不仅具有类似的结构和序列，还具有部分类似的功能，因而被认为是动
物 Caspases 的远缘蛋白，已经证明有一些Metacasepases 家族成员直接或间接参
与植物抗逆及 PCD过程，并在其中发挥着重要作用[30-33]。 
Aravind 和 Koonin[34]通过序列进化树以及蛋白质空间结构进行分析发现，
其中 Caspases 只出现在动物中，而 Paracaspases 和Metacaspases 在细菌中都有，
Paracaspases存在于部分后生动物和黏菌中，它可能来源于某些细菌(如吞噬细菌)
相应基因的水平转移，也可能是其它真核生物在长期进化过程中丢失了该基因。
Metacaspases 不仅存在于除了动物以外的所有真核生物中，而且在原核生物 a变
形菌中亦有发现，因此推断 Metacaspases 很有可能来源于细菌，即早期由原线粒
体经过内共生带入真核细胞中。因此真核生物中的 Paracaspases 和 Metacaspases
都可能起源于细菌，不过细菌界中的 Paracaspases 和Metacaspases 已经有了明显
分化，产生了显著的差异，Caspases 与 Paracaspases 的虽然关系比较近，不过在
动物进化后期，特别是在体腔动物出现之后，两者之间的差别也已经变得比较明
显了。  
2.2.2拟南芥Metacaspases的类型与结构特点 
Metacaspases 属于半胱氨酸蛋白酶家族成员，根据蛋白初级序列和三级结构
域的相似性程度进行划分，Metacaspases 可以分为 type I和 type II两种类型[29]。
在拟南芥的基因组中，目前共发现 9种Metacaspases，其中有 3种 type I和 6种
type II
[29, 35, 36]，其中 type I 分别是 AtMC1(Atlg02170)、AtMC2(At4g25110)和
AtMC3(At5g64240)3 种，type II 包括 AtMC4(Atlg79340）、AtMC5(Atlg79330)、
AtMC6(Atlg79320) 、 AtMC7(Atlg79310) 、 AtMC8(Atlg16420) 以 及
AtMC9(At5g04200)。两种类型蛋白的 caspases-like结构域同样含有 N端的 p20区
和在 C 端 p10 区的相对保守的序列，并且具有组氨酸和半胱氨酸这 2 个保守的
氨基酸，p20 与 p10 两个区之间还有一段序列作为连接区(Linker region)[29, 35, 37]
（图 1-3）。两种类型结构之间的显著差异的是，I 型 Metacaspases 在 N 端起始
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处含有一段称为前体结构域( prodomain) 的序列，而Ⅱ型Metacaspases 虽然没有
此结构域，但Ⅱ型在 p20 区和 p10区之间间隔为一段大约 200个氨基酸残基组成
的序列，比 I型明显长不少。I型 Metacaspases N端的 prodomain是一段富含脯
氨酸的重复模体(proline-rich repeat motif)，其中还包含了一个锌指结构，类似于
植物超敏响应(hypersensitive response)负调控因子 LSD-1 的锌指模体(zinc finger 
motif)。因为 LSD-1 锌指区域与蛋白质之间的相互作用有关，所以 prodomain 可
能在 I型Metacaspases 与其它一些相关蛋白质相互作用中扮演重要角色[29]。  
 
 
图 1-3 拟南芥Metacaspases家族的无根系统进化树与结构 
（Vercammen, D., van de Cotte, B. et al., Journal Of Biological Chemistry, 2004） 
Figure 1-3 Unrooted phylogenetic tree and structure of the Arabidopsis 
Metacaspases family 
 
2.2.3 拟南芥Metacaspases的分布及定位 
拟南芥Ⅰ型 Metacaspases 在 N 端含有类似导肽的序列, 推测可能定位在线
粒体或叶绿体等细胞器内。II型Metacaspases 中并没有发现明显的信号肽或跨膜
结构域序列, 推测可能主要定位于胞质溶胶中[38]。Watanabe 和 Lam[33]对 II 型
Metacaspases 基因的组织特异性模式进行 RT-PCR 分析发现，Ⅱ型基因存在不同
程度上的组织器官表达水平差异性，在根中它们都有较强表达，另外 AtMC4 和
AtMC9 基因在拟南芥中除了少数组织以外几乎整株表达水平都很高（图 1-4）。 
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图 1-4 Ⅱ型Metacasepases 基因组织特异性表达模式 
S（种子）；L（成熟叶片）；R（根）；P(叶柄)；CL（茎生叶）；SL（果荚）；B（花苞）；F（花）。（Watanabe, 
N., Lam, E., The Plant Journal, 2011） 
Figure 1-4 Tissue-specific expression patterns of typeⅡMetacasepses gene 
S,（seedlings）; L（ mature leaf）; R（root）; P（ petiole）; CL（ cauline leaf）; SL（silique）; B（ flower 
buds）; F（ flower）. 
 
Watanabe和 Lam[33]为了深入了解 AtMC4 组织和空间上的表达模式，构建了
AtMC4 基因上游一段序列作为启动子序列与 GUS 报告基因融合转基因导入野生
型拟南芥中，通过对不同生长时期的转基因植株进行 GUS 染色观察发现，在正
常条件下，AtMC4 在生长 5到 14天的植株各个组织器官中都有表达，特别是成
熟叶片、胚、花粉以及根的维管束表达水平很高，但根尖分生区却没有检测到
GUS，说明 AtMC4 启动子的在根尖部位没有活性（图 1-5）。作者还通过 PSORT 
(http://psort.ims.u-tokyo.ac.jp/)对 AtMC4 的氨基酸序列进行二级结构推测分析，
发现 AtMC4 蛋白并没有明显的信号肽和靶细胞器信号序列，推测其蛋白可能定
位于细胞质中，为了证明这一假设，其进一步用 CaMV35S(Cauliflower mosaic 
virus 35S)作为超表达启动子表达的 AtMC4pro：GFP 的转基因拟南芥植株叶片的
原生质体进行荧光扫描，亚细胞定位结果显示 AtMC4 蛋白的确主要存在细胞质
中。 
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